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RESUMO

Passiflora edulis Sims, P. alata Curtis e P. watsoniana Mast. pertencem ao género
Passiflora L., subgénero Passiflora, sendo P. alata e P. edulis espécies
filogeneticamente mais proximas entre si que P. watsoniana.. Esse subgénero apresenta
predominantemente 2n = 18, entretanto, o género possui uma extensa diversificacdo
cariotipica com espécies com x =6, 9, 10, 11 ou 12, sugerindo uma possivel quebrade
sintenia no subgénero com manutencdo do ndmero cromossémico. No presente
trabalho, mapas citogenéticos comparativos foram construidos para P. alata e P.
watsoniana usando hibridizacdo in situ fluorescente com clones de BACs previamente
mapeados em P. edulis, além do DNA ribossomal (DNAr) 35S e 5S e trés
retrotransposons (Tyl-copia, Ty3-gypsy e LINE). BACs selecionados de P. edulis
foram mapeados em P. alata e P. watsoniana, e mostraram sinais Unicos que
permitiram a identificacdo de seis pares cromossémicos (1, 2, 3, 5, 7 e 8). Os sitios de
DNAr e 0os BACs se mostraram conservados em ambas espécies, embora P. watsoniana
tenha apresentado um sitio de DNAr extra no cromossomo 3, oposto ao BAC marcador.
Os elementos Tyl-copia e Ty3-gypsy apresentaram um padrao disperso, emborao Tyl-
copia tenha mostrado distribuicdo principalmente proximal. Apesar das diferencas nos
tamanhos cromossémicos entre essas espécies e da presenca de um sitio extra de DNAr
em P. watsoniana, os dados sugerem conservacdo de sintenia entre essas espécies do

subgénero Passiflora.

Palavras-chave: BAC. FISH. Mapeamento comparativo. Retrotransposons LTR. Tyl -

copia. Ty3 - gypsy.



ABSTRACT

Passiflora edulis Sims., Passiflora alata Curtis and Passiflora watsoniana Mast.
belong to the Passiflora L. genus, subgenus Passiflora, being P. edulis e P. alata
phylogenetically more closely related than P. watsoniana. This subgenus contains a
group of species predominantly with 2n = 18. where P. watsoniana is more
phylogenetically distant than P. alata and P. edulis. The genus, however, has a
karyotypic variability with species presenting x = 6, 9, 10, 11 or 12, suggesting a
possible syntenic break in the subgenus, with chromosome number conservation. In the
present study, we constructed comparative cytogenetic maps for P. alata and P.
watsoniana using fluorescent in situ hybridization of BAC clones that had been mapped
in P. edulis, as well as35S and 5S ribossomal DNA (rDNA) probes and three
retroelements (Tyl-copia, Ty3-gypsy and LINE). BACs selected from P. edulis were
mapped in P. alata and P. watsoniana, and showed single signals, allowing the
identification of six chromosomes (1, 2, 3, 5, 7 and 8). The rDNA sites and the BACs
remained conserved in both species, though P. watsoniana presented an extra rDNA
on chromosome 3, with a BAC marker on the opposite arm. The LTR retrotransposons
Tyl-copia and Ty3-gypsy presented a dispersed pattern, though the Tyl-copia show
mainly proximal distribution. Despite the differences between these species and the
presence to the extra rDNA site in P. watsoniana, the data suggests synteny

conservation between these species from Passiflora subgenus.

Keywords: BAC. FISH. Comparative mapping. Retrotransposons LTR. Tyl- copia.
Ty3 - gypsy.
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1 INTRODUCAO

Passiflora L. € o maior género da familia Passifloraceae Juss. ex Roussel, ordem
Malphighiales, com 530 espécies de distribui¢do pantropical. Destas, 141 sdo nativas do
Brasil e 60 sdo apropriadas para alimentagdo humana. O género teve origem no Eoceno
ha aproximadamente 42,9 milhGes de anos (MA), e é composto por quatro subgéneros
principais, sendo o subgénero Passiflora o maior deles com diversificacdo desde 25,94
MA (SADER et al, 2018). Por possuir espécies de relevancia econdmica, a
caracterizagdo citogenética das espécies de Passiflora é de suma importancia, para
compreender a evolucao do género e, auxiliar em programas de melhoramento (SILVIA
et al, 2005).

As espécies de Passiflora possuem cromossomos de tamanho e morfologia
similares entre si, o que dificulta a identificagdo dos mesmos, levando a diferentes
caridtipos propostos (SOUZA et al, 2003). A maioria das espécies do subgénero
Passiflora possui n = 9 e dois sitios de DNA ribossomal (DNAr) 35S, como as espécies
de importancia econdmica P. edulis e P. alata. Nesse mesmo subgénero, porém, em um
clado filogeneticamente mais distante, estdo espécies como P. watsoniana, que
apresentam trés sitios de DNAr 35S (MELO, 2003; SADER et al, 2018).

Em P. edulis, foram relatadas constricdes secundarias nos pares
cromossémicos 1, 2, 7 e 8, onde nos cromossomos 7 e 8 essas constricdes coincidem
com os sitios de DNA ribossomal 35S (relatado como a subunidade 18S pelos autores
MIRANDA et al, 2008). Essas constri¢des sdo regides parcialmente descondensadas do
DNAr 35S que em profase sdo associadas ao nucléolo, e por isso, também chamadas de
Regides Organizadoras do Nucléolo (RONs). Embora, em algumas espécies, tenham
sido relatadas contricdes ndo relacionadas as RONs (HAMMETTI et al, 1992). Em
outros estudos, os sitios de DNAr 35S foram observados nos cromossomos 7 e 9
(MELO, 2003) ou 8 e 9 (SILVIA et al, 2005). Em P. alata, os sitios de DNAr 35S foram
relatados para 0s cromossomos 5 e 8 e 0 DNAr 5S para o brago curto do cromossomo 3
ou 4 (MELO, 2003).

O comprimento haploide do genoma de P. alata é de 22.88 um, sendo 0s
cromossomos maiores os de numero 1 e 2, submetacéntrico e metacéntrico,
respectivamente. O cromossomo 9, metacéntrico, possui um comprimento absoluto de
1.98 um, relativamente maior quando comparado as outras especies do género

Passiflora (MELETTI et al, 2003). As diferencas entre os tamanhos cromossomicos,
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bem como possiveis diferencas na localizacdo das RONSs, sugere que alteracdes
cariotipicas, que resultaram em diferentes nimeros cromossémicos no género, podem
ter ocorrido no subgénero Passiflora, levando a quebra de sintenia, ou seja, ao néo
compartilhamento das mesmas sequéncias de DNA nos mesmos cromossomos, e de
colinearidade, ou seja, na ordem dessas sequéncias no cromossomo (TANG et al, 2008).
A abordagem citogenética mais utilizada a fim de averiguar conservacdo de sintenia e
colinearidade entre espécies relacionadas € por meio da técnica de BAC-FISH,
utilizando os mesmos BACSs nas diferentes espécies de interesse.

Com isso, 0 objetivo do presente trabalho é comparar citogeneticamente duas
espécies do subgénero Passiflora, P. alata e P. watsoniana, atraves da construcdo de
mapa citogenéticos utilizando BAC-FISH. Para isso, foram usados 0s mesmos
marcadores do mapa estabelecido para P. edulis, além da analise de distribuigdo de trés
elementos repetitivos. Desse modo, busca-se entender se a manutencdo do nimero n =

9 ocorreu com ou sem quebra na sintenia dentro desse subgénero.
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2 REVISAO DE LITERATURA

21 CITOGENETICA

A citogenética compreende o estudo dos cromossomos, isolados ou em conjunto,

distendidos ou condensados, tanto no que se refere a sua morfologia, funcao,
organizacdo e replicacdo, quanto a sua variacdo e evolucdo (GUERRA, 1988). Os
estudos cromossdmicos permitem caracterizar os cariotipos quanto ao comprimento
absoluto, posicdo dos centrdmeros, presenca de satélites e constrigdes secundarias
(MAYEDA, 1997). Além disso, a partir da analise do cariotipo de espécies
relacionadas, é possivel observar variacGes inter e intraespecificas que podem ser
caracteristicas de determinado género ou espécie (SOUZA; PEREIRA; VIEIRA,
2008). Dessa forma, esses estudos citogenéticos tém contribuido significativamente
para diversas areas, tais como a genética, evolucdo, sistematica e melhoramento de
plantas.
O uso de técnicas convencionais permite estabelecer um cariotipo baseado no nimero
e morfologia cromossdmica e até na presenca de constricbes secundarias, gerando
formulas cariotipicas para as espécies (MERCADO; DELGADO, 1998; MIRANDA et
al, 2008).

Entretanto, essas coloracbes marcam uniformemente 0s cromossomos sem
diferenciar nenhuma regido especifica, € em grupos com cromossomos muito similares,
esse tipo de técnica ndo possibilita a identificagdo dos mesmos (SILVIA et al, 2005).
O bandeamento cromossdmico, especialmente o bandeamento G, se mostrou eficiente
para este tipo de identificacdo em animais. Todavia, 0 bandeamento G ndo se mostrou
eficiente em plantas, talvez devido a forte compactacdo dos cromossomos de plantas
durante a mitose, inviabilizando a visualizag&o das bandas (GREILHUBER, 1977).

Uma das técnicas de coloracdo diferencial mais utilizadas para caracterizacéo
cromossdmica em plantas € o bandeamento com os fluorocromos CMA (cromomicina
A3) e DAPI (4°, 6-diamidino- 2-fenilindol). Os fluorocromos CMA e DAPI marcam as
regides ricas em GC e AT, respectivamente e o bandeamento com esses fluorocromos
é empregado para analise da heterocromatina (GUERRA, 2000), sendo util para
investigar sua distribuicdo e padrGes encontrados entre espécies relacionadas
(ALMEIDA et al, 2016) ou entre espécies de géneros diferentes (CORDEIRO et al,
2017).
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O desenvolvimento da técnica de hibridizacao fluorescente in situ (FISH) marca
a transicdo da citogenética classica para a citogenética molecular. A técnica consiste na
marcacdo de uma sequéncia de DNA como sonda e sua posterior localizagdo em
preparacoes citologicas (JIANG; GILL, 2006). Dentre diversas abordagens que podem
ser feitas com a técnica, a distribuicdo de sitios de DNA ribossomal é uma das mais
usadas, seja para analisar a variabilidade desses sitios entre espécies relacionadas
(SOUZA; PEREIRA; VIEIRA, 2008), sua relacdo com regiGes heterocromaticas
(CABRAL; FELIX; GUERRA, 2006) ou para investigar 0 nimero cromossémico
bésico de um género (MELO, 2003). Uma das mais importantes aplicagdes da FISH é
a construcao de mapas citogenéticos (SILVA et al, 2011; FONSECA et al, 2010).

2.1.1 Mapeamento citogenético

A hibridizacdo fluorescente in situ € um método amplamente utilizado para
localizar sequéncias de DNA em cromossomos, viabilizando a construcdo de mapas
citogenéticos, ordenando contigs de clones de DNA, como os BACs, e estabelecendo
sua orientagdo (KARAFIATOVA et al, 2013). Dentre as abordagens usadas para
construir um mapa fisico estdo: 1) a montagem de contigs de DNA por fingerprinting
dos clones de DNA gendmico; 2) a ancoragem de marcadores mapeados geneticamente
em cromossomos especificos ou 3) a localizacdo de clones de DNA diretamente nos
cromossomos por FISH, que sdo também chamados de mapas citogenéticos (JIANG;
GILL, 2006).

Os mapas citogenéticos sdo geralmente construidos com BACs, vetores
bacterianos gque carregam insertos de sequéncias genémicas de aproximadamente 100
a 150 Kb (kilopares de bases), sendo estes 0s vetores mais utilizados para construir
bibliotecas gendmicas. Essas bibliotecas consistem num conjunto de milhares de BACs
gue contém o genoma da especie fragmentado e clonado. Os mapas fisicos apresentam
esses BACs de forma ordenada, de modo que representam a distancia entre genes,
marcadores ou sequéncias de DNA em pb (pares de bases) (ARIYADASA; STEIN,
2012). O mapa fisico difere do mapa genético, pois este Ultimo reflete as distancias
relativas entre marcadores a partir de frequéncias de recombinagdo, medidas em cM
(PEDROSA-HARAND; GUERRA, 2004). Na auséncia de um genoma completo
montado para a espécie, a integracdo de um mapa genético e fisico € um importante

recurso para a melhor compreenséo da estrutura e fungcdo do genoma (GARDINER,
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2004).

Mesmo quando ndo ha mapa fisico de BACs disponivel paraa selecdo de
conjuntos de BACs para pintar o cromossomo inteiro, é possivel isolar um BAC que
contenha uma sequéncia de interesse, marca-lo como sonda e localiza-lo no
cromossomo através da FISH (JIANG; GILL, 2006). Assim, a FISH de BACs se
constitui numa estratégia amplamente empregada para reconhecer 0S Cromossomos
individualmente em plantas por meio de marcadores cdpia Unica cromossomo-
especificos. Além de identificar pares cromossémicos individualmente (FONSECA et
al, 2010), clones de BACs de uma espécie podem ser usados em espécies relacionadas
para observar a relacdo evolutiva entre elas (CHENG, 2001; SZINAY et al, 2012;
TANG et al, 2008) ou ainda detectar rearranjos que tenham ocorrido entre espécies
relacionadas (BETEKHTIN; JENKINS; HASTEROK, 2014; JIANG; GILL, 2006),
revelando a evolucéo entre os caridtipos. Além disso, a técnica de hibridizacao in situ
fluorescente (FISH) com BACs individuais possibilita o estudo de sintenia e
colinearidade entre espécies relacionadas (LYSAK, 2005; SZINAY et al, 2012).

Os estudos com BAC-FISH sdo realizados particularmente em espécies de
importancia econémica (para as quais em geral ha biblioteca BACs disponiveis) ou
espécies com genoma pequeno (XIONG; KIM; PIRES, 2010). Isso porque um potencial
problema com a técnica sdo as sequéncias repetitivas que podem mascarar a localiza¢éo
de sequéncias Unicas, especialmente em espécies de maior genoma. Entretanto, em
estudos com trigo (ZHANG et al, 2004) e feijio (FONSECA et al, 2010), clones de
BACSs com sinais repetitivos foram usados e constituiram marcadores para determinadas
regibes cromossdmicas, como 0 centrébmero, e para identificagdo dos cromossomos

individualmente.

2.1.2 Sequéncias repetitivas

O genoma dos organismos é composto por tipos distintos de sequéncias de DNA,
copia unica ou DNA repetitivo. Os genomas dos eucariotos contém grandes porcoes de
fracOes repetitivas, em sua maioria, elementos transponiveis. Estes s&o um dos
responsaveis pela grande variacdo do tamanho do genoma em plantas (LEE; KIM,
2014). A porgéo repetitiva do genoma pode estar dispersa ou repetida em tandem
(RAMA RAO et al, 2010). Baseado em seus mecanismos de transposi¢éo, a fracéo

dispersa pode ser dividida em duas classes, transposons e retrotransposons (LEE; KIM,
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2014). Em plantas, a maioria dos elementos repetitivos sdo retrotransposons do tipo
LTR, sendo grande parte dispersa ao longo dos cromossomos.

Retrotransposons constituem a maior classe de elementos transponiveis e podem
ser classificados em LTR (como os Tyl-Copia e Ty3-Gypsy) e ndo-LTR (principalmente
os LINES, SINES) (KUMAR; BENNETZEN, 1999). Em milho, por exemplo, estima-
se que esses retroelementos alcancem cerca de 85% do genoma (SCHNABLE et al,
2009). Esses elementos se encontram geralmente dispersos por todo o cromossomo, mas
podem se associar a regides especificas do genoma (HESLOP-HARRISON, 2000).
Dessa forma, tanto sequéncias repetitivas dispersas como em tandem podem ser usadas
na identificacdo cromossémica de plantas, auxiliando na caracterizacdo citogenética e
em estudos evolutivos dessas espécies (KATO et al, 2005; BEGUM et al, 2013).

22 O GENERO Passiflora

Passiflora L. é o maior género em nimero de espécies e 0 mais importante
economicamente na familia Passifloraceae, ordem Malphighiales, sendo a maioria nativa
das Américas (ULMER; MACDOUGAL, 2004). Destas, 141 séo nativas do Brasil e 60
sdo apropriadas para alimentacdo humana (OLIVEIRA, 1994). Sdo representadas por
habitos herbaceos, lianas e, mais raramente, arvores (HANSEN et al, 2006). A
caracteristica diagndstica e restrita ao género é a corola filamentosa (JUDD, 1999). O
género Passiflora se diversificou no Eoceno ha aproximadamente 42,9 MA. O subgénero
Decaloba se diversificou ha 37,04 MA, enquanto Passiflora (25,94 MA) e Astrophea
(20,59 MA) mostraram uma diversificacdo mais recente (SADER et al, 2018).

Muitas das espécies de Passiflora sdo polinizadas por insetos, como as
mamangavas do género Xylocopa (CORBET, 1980; KOSCHNITZKE; SAZIMA, 1997).
As espécies de Passiflora sdo cultivadas especialmente pelos frutos comestiveis e seu uso
ornamental (VANDERPLANK, 1996). Alem disso, a sua morfologia, como os atributos
florais e foliares, € uma das mais variaveis dentro do grupo das angiospermas, e sugere
coevolugdo com insetos polinizadores (MACDOUGAL, 1994). Baseado nessas
estruturas morfoldgicas, especialmente florais, foram propostos quatro subgéneros para
Passiflora, contra os 23 propostos anteriormente (FEUILLET; MACDOUGAL, 2003;
KILLIP, 1938). Recentemente, a filogenia molecular proposta por (MUSCHNER et al,
2012) corroborou esta divisdo do género em quatro subgéneros, além de propor um quinto

subgénero, Tryphostemmatoides, formado por uma Unica espécie, Passiflora
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tryphostemmatoides, anteriormente pertencente ao subgénero Deidamioides, considerada
morfologicamente como um subgénero a parte (ESCOBAR, 1989).

O subgénero Passiflora é o maior e mais conhecido dentro do género por possuir
espécies de importancia econdmica, tais como P. edulis, o0 maracuja azedo ou amarelo, e
P. alata, o maracuja doce (ULMER; MACDOUGAL, 2004). Algumas das caracteristicas
do subgénero séo as flores grandes e com muitas séries de filamentos da corona, sendo
também o mais diversificado na América do Sul. Decaloba é o segundo maior subgénero,
representado por trepadeiras herbaceas, flores pequenas (menos de 4 cm de didmetro)
com uma ou duas séries de filamento na corona (MILWARD et al, 2010).

O subgénero Deidamioides € caracterizado por glandulas peciolares e pelo fato de
as plantas jovens possuirem discos adesivos nas gavinhas que facilitam o habito de
trepadeiras, fazendo com que estas alcancem o dossel em florestas. O subgénero
Astrophea esté distribuido na Ameérica do Sul e Central, com a maioria das espécies no
Brasil. E composto por lianas e arvores pequenas ou médias, peddnculo com 1-5 flores
rosas a purpuras e vermelhas a alaranjadas (KOSCHNITZKE; SAZIMA, 1997; ULMER;
MACDOUGAL, 2004).

2.2.1 Citogenética e evolucdo do género Passiflora

A caracterizacdo citogenética das espécies do género Passiflora € de suma
importancia, ndo apenas para auxiliar em programas de melhoramento, mas para
compreender a evolugdo do género (SILVIA et al., 2005). Aproximadamente 100
espécies do género possuem contagem cromossémica, e foi observado que essas
espécies possuem variabilidade quanto ao numero e tamanho cromossémico.
Citogeneticamente, existem quatro grupos representados pelos nimeros basicos x = 6,
x=9,x=10e x =12, nos quais sdo distribuidas espéciescom 2n = 12, 24 e 36; 2n =
18, 72; 2n =20; e 2n = 24, respectivamente. Apesar de 0s subgéneros Deidamioides e
Astrophea terem sofrido eventos de poliploidia, 0 niUmero basico x = 9 proposto parao
subgénero Passiflora surgiu provavelmente por disploidia ascendente.

Ou seja, a presenca de dois ou trés sitios de DNAr 35S no subgénero € devido a
duplicacao do sitio e ndo por causa de eventos de poliploidia (MELO, 2003; SADER
et al, 2018). Por muito tempo, os estudos citogenéticos do género Passiflora foram
restritos a técnicas convencionais, mas com o avango de técnicas de bandeamento e

hibridizacéo in situ fluorescente, a caracterizacdo do género foi significativamente
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melhorada (VIANA; SOUZA, 2012).

Em estudo utilizando o bandeamento CMA/DAPI, observou-se que as regides
CMA positivas, em geral, coincidem com as constri¢cbes secundarias e sitios de DNA
ribossomal 35S, a excecdo de Passiflora tricuspis Mast., por exemplo, que apresenta
um par onde a banda CMA positiva ndo coincide com o DNAr 35S. Em outro trabalho
foi observado, atraves da técnica de hibridizacgdo in situ fluorescente, uma variabilidade
no namero de sitios de DNAr 5S e 35S. As espécies com x = 6 apresentaram um par de
35S e 5S, enquanto as espécies de x = 9 e x = 10 apresentaram mais de um par de 35S
e apenas um par de 5S. O DNAr 5S se apresentou constante numericamente, exceto
pela espécie diploide P. foetida L. e a tetraploide P. suberosa L. com quatro sitios, e a
hexaploide P. misera Kunth com seis sitios. Apesar disso, a variabilidade de sitios de
DNAr dentro do grupo com x = 9 foi limitada, e ndo constitui um bom marcador para
esse grupo (MELO, 2003).

Em relacdo ao contedo de DNA, 73 espécies do género possuem quantificacéo,
das quais 23 estdo na base de dados do Kew Gardens (BENNET; LEITCH, 2012). As
outras 50 espécies quantificadas mostraram uma variacao significativa no tamanho do
genoma entre as espécies de Passiflora (1C = 0,212 pg em Passiflora organensis e 2,208
pg em Passiflora alata), ou seja, uma variacdo de mais de 10 vezes entre a espécie de
menor e maior tamanho, respectivamente. Passiflora edulis, ou maracuja-azedo, a
espécie de maior importancia do género, apresentou tamanho 1C = 1,258 pg (YOTOKO
et al, 2011). Entretanto, o maior tamanho do genoma reportado para o género ¢ de P.
quadrangulares, com estimativa de 2C = 5,36 pg (SOUZA et al., 2004).

2.2.2 Passiflora edulis Sims

Passiflora edulis, 0 maracuja-azedo, & uma espécie que pertence ao subgénero
Passiflora, com 2n = 18 (VIANA; SOUZA, 2012). A espécie possui caule cilindrico e
glabro, folhas trilobadas e glabras, flores solitarias com pétalas brancas e filamentos na
cor purpura na base. O fruto é globdide e sem pelos (ARAUJO; ALVES, 2013). O
comprimento dos cromossomos metafasicos em P. edulis variou entre 3,16 um (par 1)
e 1,82 um (par 9), com um comprimento haploide total de 22,66 um (SILVIA et al,
2005).

Os cromossomos similares (meta e submetacéntricos) dessa espécie dificultam

suas identificaces, com diferentes cariotipos propostos. Foram observadas constrigdes
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secundarias em quatro pares cromossémicos, na regido subterminal do brago curtonos
cromossomos 2 e 7, e na regiao subterminal do brago longo nos cromossomos 1 e 8.
Nos cromossomos 7 e 8 essas constri¢cbes coincidem com os sitios da subunidade de
DNA ribossomal 18S (MIRANDA et al, 2008). Em outros estudos, os sitios de DNAr
35S foram observados nos cromossomos 7 e 9 (MELO, 2003) ou nos cromossomos 8
e 9 (SILVIA et al, 2005).

Recentemente, foi construida para P. edulis uma biblioteca genémica com
82.944 clones de BACs, com tamanho médio dos insertos de 108 kb (SANTOS et al,
2014). Destas, 5.974 sequéncias de regides terminais de BACs (BES) foram analisadas,
sendo usadas para fornecer informagfes sobre microssintenia com outros genomas
sequenciados, composi¢do do genoma, densidade génica e ocorréncia e distribuicdo de
sequéncias repetitivas como elementos transponiveis (TES) e sequéncias de
microssatélites (SSRs). Oito BACs foram selecionados da biblioteca com genes
isolados do maracuja e utilizados no mapeamento cromossémico da espécie. Destes,
quatro apresentaram sinal inico em FISH e foram mapeados nos cromossomos 1 (gene
ERS), 3 (gene ACCO) e 4 (genes G3PD e CYCD1). Quatro BACs (genes EMB, LOX,
NDID e MIPS) apresentaram sinais de hibridizacao subteloméricos, pericentroméricos
ou dispersos, indicando a presenca de DNA repetitivo. Com isso, o potencial dessa
biblioteca BAC na construcdo de um mapa fisico foi demonstrado (SANTOS et al,
2014) e a mesma foi usada para propor um mapa citogenético para a espécie utilizando
10 BACs (SADER, 2016).

2.2.3 Passiflora alata Curtis

A espécie P. alata, ou maracuja-doce, é uma espécie de importancia econémica,
tanto pelo valor ornamental de sua flor, como pelo fruto comestivel (PEREIRA et al,
2013). A espécie esta distribuida em varios estados brasileiros, especialmente na Mata
Atléantica e em areas proximas a costa (GBIF, 2017). Apresenta caule quadrangular,
folhas inteiras, glabras e ovais. Possui dois pares de glandulas na base do peciolo, flores
péndulas e solitarias, pétalas avermelhadas, corona filamentosa e rdsea, com séries
externas variegadas. Fruto obovoide e glabro (ARAUJO; ALVES, 2013). O contetdo
de DNA estimado por citometria de fluxo para P. alata é de 1C = 2,208 pg (YOTOKO
etal, 2011).
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A espécie ¢é auto-incompativel (FERREIRA et al, 2010) e seu cari6tipo possuli
2n = 2x = 18 com formula cariotipica 2n = 7M + 2SM, onde 0s dois maiores pares sao
submetacéntricos. O comprimento haploide do genoma € de 22,88 um. Os
cromossomos 8 e 9 sdo metacéntricos, e 0 cromossomo 9 possui um comprimento
absoluto de 1,98 um, relativamente maior quando comparado as outras espécies do
género (MELETTI et al, 2003). A espécie apresenta dois sitios de DNA ribossomal
(DNAr) 35S nos pares 7 e 8 e um sitio de DNAr 5S no par 5 (MELO, 2003). Néo ha
correspondéncia, no entanto, entre as numeragdes cromossomicas dos diferentes
trabalhos ou entre os cromossomos de P. alata e P. edulis, ndo sendo possivel avaliar
se 0s cromossomos portadores dos sitios de DNAr sdo os mesmos nas diferentes

espécies.

2.2.4 Passiflora watsoniana Mast

A espécie P. watsoniana, o maracuja do mato, é uma liana endémica da Mata
Atléntica do Brasil e suas flores sdo usadas para ornamentacdo. A espécie apresenta um
caule cilindrico e glabro, folhas trilobadas, flores solitarias, pétalas e filamentos nacor
lilas. O fruto é globoide e glabro (ARAUJO; ALVES, 2013). Passiflora watsoniana
possui 2n = 18 e seu contetdo de DNA, estimado por citometria de fluxo é de 2C =
1,305 pg (YOTOKO et al, 2011). A espécie pertence a um subclado mais distante de
P. edulis e P. alata (Sader et al, 2018), junto com outras espécies que possuem trés
sitios de DNAr 35S (MELO, 2003).
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Resumo

O género Passiflora L. apresenta grande variabilidade em nimeros cromossémicos (2n
=12, 18, 20, 24, 36, 72) e na distribuicdo de sitios de DNA ribossomal. A maioria das
espécies do subgénero Passiflora, no entanto, possui n = 9 e dois sitios de DNAr 35S,
como as espécies de importancia econdmica P. edulis e P. alata. Espécies de um grupo
filogeneticamente mais distante nesse mesmo subgénero, que inclui P. watsoniana,
possuem trés sitios de DNAr 35S. Essa variabilidade cariotipica do género Passiflora
sugere, portanto, possivel quebra de sintenia também no subgénero, porém com
manutencdo do numero cromossdmico na maioria de suas especies. Para investigar a
sintenia entre trés espécies deste subgénero, foi realizado um mapeamento citogenético
comparativo utilizando os mesmos BAC marcadores previamente estabelecidos para P.
edulis em P. alata e P. watsoniana. Além disso, foi investigada a distribuicdo desitios
de DNAr 35S e 5S e dos elementos repetitivos Tyl-copia e Ty3- gypsy. Os nove BACs
usados revelaram sinais cépia Unica, todos em regides terminais ou subterminais,
identificando os pares cromossémicos 1, 2, 3, 5, 7 e 8 nas trés espécies. Nao houve
quebra de sintenia entre BACs do mesmo cromossomo ou em relacdo aos sitios de
DNAr, exceto pelo sitio adicional de DNAr 35S observado no cromossomo 3 apenas
em P. watsoniana. Os elementos repetitivos do tipo retrotransposons LTR Tyl-copia e
Ty3- gypsy apresentaram padrdes dispersos, mais proximal ou uniforme,
respectivamente. Os resultados encontrados sugerem conservacdo de sintenia entre
essas espécies, com aumento de sequéncias repetitivas principalmente nas regides
proximais em concordancia com o aumento do genoma.

Palavras-chave: BAC, FISH, Mapeamento comparativo, retrotransposons LTR, Ty1-
copia, Ty3-gypsy.
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Introducgéo

Passiflora apresenta 525 espécies distribuidas nas regides tropicais e
subtropicais da América, Africa e Asia (Ulmer; MacDougal, 2004). Suas espécies s3o
representadas por habitos herbéceos, lianas e, mais raramente, arvores (Hansen et al,
2006). Aproximadamente 140 espécies sdo nativas do Brasil e 60 sdo apropriadas para
alimentacdo humana, além de serem usadas para ornamentacdo e na fabricacdo de
farmacos (Oliveira et al, 1994). Para MacDougal (1994) nenhum outro grupo de
angiospermas possui tamanha diversidade foliar, com ampla variagdo de cores e
tamanhos das flores, como o género Passiflora, fato que provavelmente esta
relacionado a insetos polinizadores. No Brasil, entre as espécies de maior interesse
comercial do género, estdo Passiflora edulis Sims, 0 maracuja-azedo, e P. alata Curtis,
0 maracuja doce (Souza; Melleti, 1997). Ambas pertencem ao subgénero Passiflora, o
maior com 240 espécies (Hansen et al, 2006).

Analises filogenéticas, aliadas as caracteristicas morfoldgicas, permitiram
delimitar quatro subgéneros: Passiflora (240 espécies), Decaloba (220) Astrophea (57)
e Deidamioides (13) (Feuillet; MacDougal, 2004; Hansen et al,2006), contra os 22 ou
23 subgéneros propostos por Killip (1938). Mais recentemente, com base em analises
filogenéticas, dois novos pequenos subgéneros foram propostos: Tetrapathea
(Krosnick et al, 2009) e Tryphostematoides (Muschner et al, 2012). O género se
diversificou no Eoceno ha aproximadamente 42,9 MA. Decaloba se diversificou ha
37,04 MA, enquanto Passiflora (25,94 MA) e Astrophea (20,59 MA) mostraram uma
diversificacdo mais recente (Sader et al, 2018).

No género Passiflora, cerca de 100 espécies possuem contagem cromossdmica.
Os cariotipos sdo em geral simétricos, com cromossomos metacéntricos a
submetacéntricos (De Melo et al, 2001). Em estudo recente foi feita a reconstrucdo para
namero basico do género Passiflora, onde x = 6 foi obtido como nimero ancestral mais
provavel. Os subgéneros possuem nimeros basicos distintos, com x = 6 para Decaloba,
X = 9 para Passiflora e x = 12 para Deidamioides e Astrophea (Sader et al, 2018). O
complemento cromossdmico total de 6 espécies estudadas do subgénero Passiflora
variou de 32,9 a 62,3 um (Souza et al, 2003) e o tamanho do genoma apresentou uma
grande variagdo, de 1C = 0.212 pg em P. organensis (Decaloba) até 5,36 pg em P.
quadrangularis (Passiflora) (Souza et al, 2004; Yotoko et al, 2011).
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As espécies de interesse agrondmico pertencem ao subgénero Passiflora L.
Exceto P. foetida (2n = 20), todas possuem 2n = 18 com cromossomos de tamanho e
morfologia similares, o que dificulta a identificacdo dos mesmos, levando a diferentes
cariétipos propostos (Souza et al, 2003). O comprimento dos cromossomos metafésicos
em P. edulis variou entre 3,16 pum (par 1) e 1,82 um (par 9), com um comprimento
hapldide total de 22,66 um (Silvia et al, 2005). Foram observadas constri¢cbes
secundarias em quatro pares cromossémicos, na regido subterminal do braco curtonos
cromossomos 2 e 7, e na regido subterminal do braco longo nos cromossomos 1 e 8.
Nos cromossomos 7 e 8 essas constri¢des coincidiram com os sitios da subunidade de
DNA ribossomal 18S (Miranda et al, 2008). Em outros estudos, os sitios de DNAr 35S
foram observados nos cromossomos 7 € 9 (Melo, 2003) ou nos cromossomos 8 e 9
(Silvia et al, 2005).

Passiflora alata possui 2n = 2x = 18 e 0 cari6tipo da espécie € composto por
dois pares de cromossomos submetacéntricos (SM, 1 e 6), e sete pares metacéntricos,
dos quais dois pares possuem satélite (4 e 7), com férmula cariotipica 2n = 7M+2SM.
O comprimento haploide do genoma ¢é de 22,88 um (Melleti et al, 2003). Ja P.
watsoniana (2n = 18), com cromossomos metacéntricos e submetacéntricos, pertence
a um subclado mais distante de P. edulis e P. alata, junto com outras espécies que
possuem trés sitios de DNAr 35S (Sader et al, 2018; Melo et al, 2003). As duas espécies
tém uma diferenca consideravel com relacdo ao tamanho do genoma, onde P. alata tem
1C = 2,208 pg e P. watsoniana 1C = 1,305 pg (Yotoko et al, 2011). As diferencas na
localizacdo das RONs entre os cromossomos sugere que alteracdes cariotipicas, que
resultaram em diferentes nUmeros cromossémicos no género, podem ter ocorrido no
subgénero Passiflora, levando a quebra de sintenia e colinearidade mesmo quando ndo
houve alteracdo de nimero cromossémico.

Uma estratégia que auxilia no entendimento dos eventos de evolugéo cariotipica
entre espécies relacionadas é a construcdo de mapas citogenéticos comparativos
utilizando marcadores BACs (cromossomos artificiais de bactérias) (Lysak, 2005;
Szinay et al, 2012). Os BACs sdo vetores bacterianos que carregam insertos de
sequéncias de aproximadamente 100 a 150 kb, que podem ser localizados no
cromossomo através da FISH (Jiang; Gill, 2006). Clones de BACs selecionados a partir
do genoma de uma espécie podem ser utilizados para a identificacdo de pares
cromossomicos individualmente (Cheng, 2001), ou ainda para detectar rearranjos que

tenham ocorrido entre espécies e géneros relacionados (Peters et al, 2012), permitindo
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avaliar o grau de conservacdo de sintenia entre elas (Ma et al, 2010). Algumas
sequéncias repetitivas também sao utilizadas na construcao de mapas citogenéticos. Em
Corchorus, por exemplo, fragmentos do retroelemento Ty3-Gypsy foram usados em
duas espécies na construcao de um mapa citogenético (Begum et al, 2013).

No presente trabalho, BACs correspondendo a regides génicas da biblioteca
construida para P. edulis (Santos et al, 2014) e previamente mapeados
citogeneticamente como cOpia Unica nesta espécie (Sader, 2016) foram usados como
sondas para a construgdo de um mapa fisico para P. alata e P. watsoniana por BAC-
FISH. Também foram usados elementos repetitivos Tyl-Copia, Ty3-Gyps y e
LINE de P. edulis, na busca de um padrdo de distribuicdo que pudesse ser util na
identificacdo dos cromossomos das espécies estudadas. Dado o tempo de divergéncia
entre as espécies de Passiflora e a alta variabilidade cromossémica do género, o
mapeamento citogenético destas espécies objetivou avaliar o grau de sintenia e
colinearidade entre as trés espécies do subgénero Passiflora, testando a hipotese que

houve rerranjos estruturais no grupo, apesar da conservacdo de nimero cromossdémico.

Materiais e métodos

Materiais

Mudas e sementes de Passiflora alata (genétipo SV3) e P. edulis (IAPAR-
123x06) foram obtidas do banco de germoplasma da ESALQ-USP, Piracicaba — SP.
Um exemplar de Passiflora watsoniana, coletado no municipio de Areia — Paraiba, foi
gentilmente cedido pelo Prof. Marcelo Guerra. As plantas foram mantidas no jardim
experimental do Laboratorio de Citogenética e Evolucdo Vegetal, do Departamento de
Botanica da UFPE.

Preparacéo das laminas

Para as preparagdes citologicas, raizes de P. alata, P. edulis, e P. watsoniana
cultivadas em vasos foram pre-tratadas com 8-hidroxiquinoleina (8HQ) por 5 h a 18°C,
fixadas em Carnoy (etanol:acido acético 3/1 v/v) por 2 h e armazenadas a —20° C. As
preparacOes mitoticas foram feitas pelo método de secagem ao ar (De Carvalho;
Saraiva, 1993) ap6s digestdo enzimatica (2% celulase Onozuka, 20% pectinase Sigma)

por 90 min a 37°C. As melhores laminas foram selecionadas apés coloracdo com 2
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lg/ml de DAPI (4',6- diamidino-2-fenilindol) em glicerol (1:1, v/v) e descoradas com

Carnoy por 30 min, etanol 96% por 1h e secadas ao ar.

Obtencao das sondas

Foram usadas sondas de sequéncias repetitivas e Unicas para a FISH. Para sondas
repetitivas, foram utilizadas trés sequéncias parciais de retrotransposons de diferentes
familias (Ty1-Copia, Ty3-Gypsy e LINE) identificados como as mais abundantes de cada
grupo pela andlise das BES (BAC End Sequences) da biblioteca de BACs de P. edulis
(Santos et al, 2014). Tais sequéncias foram amplificadas por PCR com 0 uso de primers
especificos (Sader, 2016). Além disso, também foram utilizadas sondas para 0 DNA
ribossomal 5S e 35S, localizados, respectivamente, com as sondas D2 de Lotus japonicus
(Pedrosa et al, 2002) e pTa71 de Triticum aestivum (Gerlach; Bedbrook, 1979).

Para sondas unicas, foram utilizados nove BACs (79113, 93G04, 125123,
134H15,164K17, 164M13, 173B16, 214H11, 216B22) do mapa de P. edulis (Sader
2016), extraidos por meio do Qiagen Plasmid Midi Kit. Outros nove BACs da mesma
biblioteca também foram testados em P. edulis em busca de marcadores adicionais
(61D06, 69H24, 69016, 111F12, 152106, 195F4, 198H23, 215108). O DNA foi
quantificado em gel de agarose 1% (p/v) apd6s uma digestdo com Hind Il e com
NanoDrop 2000 (Thermo Scientific). A marcacdo das sondas foi feita por nick
translation com enzimas separadas (DNase I, Thermo Scientific, e DNA polymerase I,
Invitrogen) ou kit (Roche ou Invitrogen) com Cy3- dUTP (GE) ou digoxigenina 11-
dUTP (Roche, para DNAr 35S), segundo Wanzenbock et al, (1997) ou seguindo as

recomendac0es do fabricante, respectivamente.

Hibridizag&o in situ fluorescente

A hibridizagdo in situ fluorescente com BACs foi realizada conforme descrito por
Fonséca et al, (2010). A mistura de hibridizagdo, composta por 50% (v/v) de
formamida, 10% (p/v), dextran sulfato, 2x SSC e 5 ng/ul de sonda foi desnaturada a
75°C por 10 min. As laminas foram desnaturadas por 5 min a 75°C e hibridizadas por
48 h para sondas de BAC e 24 h para sequéncias repetidas, a 37° C em camara Umida.
Quando necessario, foi utilizado o DNA gendmico total fragmentado de Passiflora
edulis para bloqueio de sequéncias repetitivas em BACs. O DNA genémico foi extraido
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pelo protocolo de Weising (1995), fragmentado em &gua fervente, quantificado no
Nanodrop, e adicionado na mistura de hibridizacdo, em uma concentracdo de 50-100x
a concentracdo da sonda. A estringéncia final foi de 76%. A sonda de DNAr 35S foi
detectada com anticorpo primario anti-digoxigenina produzida em ovelha, conjugada
com FITC (Roche) e o sinal amplificado com o anticorpo secundario contra anti-
digoxigenina de ovelha produzida em coelho conjugada com FITC (Serotec). As
laminas foram montadas em Vectashield contendo DAPI (2ug/ml).

Analise dos dados

As imagens foram capturadas em microscopio de epifluorescéncia Leica,
utilizando o software Leica Las-AF. A sobreposicdo, o processamento das imagens

para brilho e contraste e as medigdes dos cromossomos e sinais foram realizadas usando

Adobe Photoshop® CS3. Para construcdo dos idiogramas, foram medidas cinco células
em que os cromossomos 1, 2, 3, 5, 7 e 8 foram identificados com marcadores BAC
especificos. Como o cromossomo 1 apresenta uma contri¢do distendida na regido terminal
do braco longo na maioria das células de P. alata, esse cromossomo foi medido sem
incluir a constricdo e a mesma esta indicada no ideograma de forma esquematica. Os
cromossomos foram classificados de acordo com sua razéo de bragos segundo Guerra
(1988). Para medicdes da posicdo dos sinais de cada BAC ao longo do cromossomo
foram medidas de 14 a 20 cromatides selecionadas por BAC. As medicGes foram feitas
conforme descrito por Fonséca et al. (2010). Os cromossomos de P. alata e P.
watsoniana foram identificados com os marcadores cromossomo-especificos de P.
edulis e numerados de acordo com a homologia apresentada, independentemente de

seu tamanho.

Resultados

Passiflora alata e P. watsoniana apresentaram 2n = 18 com Cromossomos
metacéntricos e submetacéntricos, cujas formulas cariotipicas foram 2n = 16M+2SM
para P. alata e 2n = 12M+6SM para P. watsoniana. O 7° maior cromossomo de P.
alata, e 0 1°, 3° e 6° maiores cromossomos de P. watsoniana foram submetacéntricos.
O 2° maior par cromossémico de P. alata, aparentemente submetacéntrico, foi

classificado como metacéntrico devido a sua razdo de bragos (r = 1,486).

Mapeamento de BACs
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Os marcadores de cOpia Unica cromossomo-especificos disponiveis para P. edulis
foram usados para 0 mapeamento citogenético comparativo das espécies, exceto 0s
BACs 164K17 e 134H15 em P. watsoniana (Figura 1). Todos os BACs marcadores
evidenciaram sinal Unico nas regifes distais dos cromossomos, permitindo a
identificacdo dos pares homeologos 1, 2, 3, 5, 7 e 8 em P. alata e P. watsoniana (Figuras
1 e 2). Os cromossomos 4, 6 e 9 ndo possuem BAC marcador em P. edulis. O BAC
164M13 precisou de DNA bloqueador em P. edulis, mas evidenciou sinal unico em P.
alata e P. watsoniana sem a presenca de bloqueio. J& 0 BAC 134H15 também precisou
de DNA bloqueador concentrado em 50x em P. alata.

Os resultados obtidos para os cromossomos 1, 2, 5, 7 e 8 foram semelhantes para
ambas espécies. No braco longo do par 1 (segundo maior par em P. alata e P.
watsoniana, metacéntrico em ambas) foram mapeados os BACs 93G04, 134H15 e
164K17 em P. alata (Figura 1a, b) e 0o BAC 93G04 em P. watsoniana (Figura 1c). Em
P. alata, os BACs 93G04 e 134H15 se mostraram praticamente colocalizados, sendo o
93G04 mais proximal e o 164K17 o mais terminal dos trés (Figura 3). Para o
cromossomo 2 (maior par, submetacéntrico em P. watsoniana e quase submetacéntrico

em P. alata, r = 1,486) foram mapeados os BACs 216B22 no braco curto e 79113 no

brago longo (Figura 1e).
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Figura 1 — Mapeamento dos cromossomos 1 e 2 em Passiflora alata (a, b, d) e P. watsoniana (c). (a)
Cromossomo 1 — BACs 164K17 e 93G04; (b) Cr. 1 - BACs 134H15 e 93G04; (c, d) Cr. 2—-BACs 216B22
e 79113.

Nas duas espécies foi observado que os cromossomos portadores de DNAr 5S e
35S tém os mesmos BACs no brago oposto. No brago curto do 5 (quinto maior par,
metacéntrico) foi mapeado o BAC 125123, estando o DNAr 5S em posicéo intersticial
no braco oposto deste mesmo cromossomo (Figura 2a, ¢; Figura 3). No brago curto do
cromossomo 7 em P. watsoniana (metacéntrico) e P. alata (submetacéntrico) foi
mapeado o BAC 173B16 com um sitio de DNAr 35S terminal no brago oposto, longo,
nas duas espécies (Figura 2b, f; Figura 3). No braco longo do cromossomo 8 (oitavo
maior par, metacéntrico) foi mapeado o BAC 164M13 com o sitio de DNAr 35S
localizado em posicéo terminal no brago curto, oposto ao BAC (Figura 2b, f; Figura 3).
Passiflora watsoniana possui um par com sitio extra de DNAr 35S no braco longo do
cromossomo 3 (terceiro maior em P. watsoniana, metacéntrico), que contém o BAC
214H11 no braco oposto (Figura 2e). Em P. edulis e P. alata, o cromossomo 3 (quarto
maior par em P. alata, metacéntrico), apresenta apenas 0 BAC 214H11 no brago curto
(Figura 2d).
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Figura 2 — Mapeamento dos cromossomos portadores de DNAr 5S (a, ¢) e 35S (b, d-f) em P. alata (a, b,
d) em P. watsoniana (c, €, f). Cromossomo 3 — BAC 214H11; Cr. 5- BAC 125123; Cr. 7—-BAC 173B16;
Cr.8-BAC 164M13

Todos os BACs foram localizados nas regifes terminais dos bracos
cromossomicos. Hibridizagbes adicionais com mais de um BAC foram feitas para
confirmar que ndo houve quebra de sintenia entre as espécies. Os cromossomos 4, 6 e 9
ndo apresentam marcadores BACs, sendo o quarto e sexto pares submetacéntricos e o
nono metacéntrico em P. watsoniana. Em P. alata, esses cromossomos sdo todos

metacéntricos e o cromossomo 4 é o terceiro maior em tamanho (Figura 3).
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Figura 3 — Idiogramas comparativos de P. alata e P. watsoniana comparados ao de P. edulis (Sader 2016).
O idiograma mostra o tamanho relativo dos bracos, posi¢do dos centrdmeros e posi¢do dos clones
mapeados em ambas espécies. As relacdes filogenéticas entre as espécies esti baseada em Sader et al,
2018.

Elementos repetitivos

Foram utilizadas trés sequéncias repetitivas (Tyl-Copia, Ty3-Gypsy e LINE) em
busca de padrbes de distribuicdo que pudessem auxiliar na identificacdo dos
cromossomos do complemento. Em P. alata, o elemento Tyl-Copia revelou uma
marcacdo dispersa, porém mais concentrada na regido pericentromérica na maioria dos
cromossomos. Em P. watsoniana, a marcacéo foi mais diferenciada, marcando em geral
aregido proximal, porém com uma clara marcagdo pericentromérica ou mais concentrada
em um dos bragos em alguns pares (4a, ¢). O elemento Ty3-Gypsyapresentou uma
distribuicdo dispersa e uniforme em todo o genoma de ambas as espécies analisadas,
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inclusive nos sitios de DNAr 35S. (Figura 4b, d). O elemento LINE, testado em P.alata,
ndo apresentou nenhuma marcacdo, embora essa sonda tenha revelado uma distribuicao

dispersa para esse elemento em todos os cromossomos de P. edulis (Sader, 2016).

Figura 4 — Distribuicdo dos elementos repetitivos Tyl—copia (a, ¢, vermelho) e Ty3—gypsy (b, d,
vermelho), e DNAr 35S (b, d, verde), em P. alata (a, b) e P. watsoniana (c, d).

Discussao

A FISH com BACs copia tnica de P. edulisem P. alata e P. watsoniana permitiu
a identificagdo de seis pares cromossdmicos com marcadores cromossomo-especificos,
possibilitando o estabelecimento de homeologias entre as espécies (Sader, 2016).
Nenhuma quebra de sintenia ou colinearidade foi detectada entre as espécies no
presente trabalho. A construcdo de mapas citogenéticos comparativos baseado em
BAC-FISH tem se mostrado uma importante ferramenta no estudo evolutivo entre
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espécies relacionadas, identificando desde grandes modificacBes estruturais ou
numéricas, ou rearranjos em que o namero cromossomico é mantido (Fonseca et al,
2012; Betekhtin; Jenkins; Hasterok, 2014).

Uma vez que o numero de marcadores utilizados foi limitado, ndo é possivel
excluir a possibilidade de rearranjos ndo detectados. Além dos BACs marcadores
estabelecidos para P. edulis (Sader, 2016) foram testados nove BACs adicionais, e
todos apresentaram sinal repetitivo uniforme. A técnica de BAC-FISH é uma
ferramenta geralmente usada em espécies de genomas pequenos, cujo DNA repetitivo
€ menos disperso e abundante que em espécies de genoma maior. Tem tido grande
sucesso em genomas como arroz (Cheng et al, 2001), feijdio comum (Fonséca et al,
2010), assim como em espécies de Solanum (Szinay et al, 2012), Brachypodium
(Betekhtin; Jenkins; Hasterok, 2014), entre outras. Nas espécies aqui estudadas, com
um tamanho de genoma intermediario, poucos BACs, apenas com localizacdo
subterminal ou terminal, puderam ser mapeados como sequéncias Unicas, mesmo
quando selecionados, apds sequenciamento, aqueles mais ricos em genes. Isso limitou
0 nimero de marcadores, especialmente nas regides proximal e intersticial dos
cromossomos, assim como observado em cevada (Poursarebani et al. 2014).

Para todos os cromossomos analisados, 0os marcadores estdo conservados nos
mesmos bracos (curto ou longo) em ambas espécies e em relacdo a P. edulis (Sader,
2016) apresentando distancias similares em relacdo aos telomeros. As distancias em
relacdo aos centrébmeros, no entanto, sao maiores em P. alata, o que pode ser explicado
pela diferenca no tamanho do genoma dessa espécie (2.208 pg) em relacdo as demais
(1,258 pg para P. edulis e 1,305 pg para P. watsoniana, (Yotoko et al. 2011)
caracteristica refletida no maior acimulo de elementos nas regifes proximais dos
cromossomos, como observado com o elemento Tyl-copia.

Embora sinais Unicos sejam mais eficientes na identificagdo cromossomica,
elementos repetitivos tém também sido usados nesta identificacdo (Ferreira; Martins,
2008). Neste trabalho foram utilizados trés elementos repetitivos gerados a partir de P.
edulis, dos quais apenas dois mostraram sinais nas espécies analisadas. O elemento
LINE ndo apresentou marcacao em P. alata, tendo apresentado um padréo disperso em
P. edulis (Sader, 2016). Isso pode ser explicado pelo fato desse elemento constituir uma
porgdo menor no genoma em comparagdo a outros tipos de elementos repetitivos em
Passiflora (Santos et al, 2014) ou por uma menor conservagao de sequéncia.

O elemento Ty1-Copia apresentou distribuicdo mais concentrada na regido
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proximal, compativel com a localizacdo subterminal ou terminal dos BACs Unicos nas
trés espécies, em regides mais ricas em genes. Os retrotransposons sdo caracterizados
por sua localizacdo dispersa pelo cromossomo, com grande concentracdo em areas de
baixa recombinacdo (Wright et al, 2003). Entretanto, em um trabalho feito com
Erianthus arundinaceus, onde quatro linhagens de Tyl-Copia foram analisadas, a
distribuicdo desse retrotransposon mostrou ser distal para quase todos 0s cromossomos.
As quatro linhagens tiveram distribuicdo muito similar (Huang et al, 2017). O mesmo
foi observado em Jatropha curcas, cujas linhagens de Tyl-Copia foram distais, mas
com presenca de sequéncias flanqueadoras de genes (Alipour et al, 2013). O elemento
Ty3-Gypsy tem distribui¢do dispersa nos cromossomos de P. alata e P. watsoniana,
embora seja comum esse elemento estar localizado nas regifes centroméricas ou
pericentroméricas (Santos et al, 2015; Nunes et al, 2018; Zhang et al, 2017).

Para o cromossomo 1 foi observado que os 3 marcadores do braco longo estao
na mesma posicdo em P. alata e P. edulis, embora um dos BACs (164K17) esteja em
uma regido terminal distendida, mais evidente em P. alata, mas também observada e
previamente reportada como uma constri¢do secundaria em P. edulis em trabalho com
coloracdo convencional (Miranda et al, 2008). Essa constricdo ndo corresponde a
DNAr em nenhuma das espécies e ndo esta clara qual a sua natureza. De toda forma, a
condensacdo ndo uniforme ao longo dos cromossomos, aliada a diferenca na
abundancia de DNA repetitivo entre espécies, principalmente na regido proximal, pode
explicar as pequenas diferencas observadas no tamanho e razdo de bracos entre os
cromossomos 1 e 2 e 3 e 4. Isso também pode explicar as divergéncias em relacdo a
cariétipos anteriores (Meletti et al, 2003; Silvia et al, 2005; Miranda et al, 2008),
principalmente considerando a similaridade entre os cromossomos e aimpossibilidade
de reconhecimento dos pares sem marcas cromossomo-especificas.

Um sitio extra de DNAr foi detectado no cromossomo 3 de P. watsoniana, 0 que
foi confirmado pela presenca do BAC marcador 214H11 no brago oposto. Assim como
0 DNAr 58S, os demais sitios de DNAr 35S nos cromossomos 7 e 8 foram conservados
em localizacdo, sugerindo uma amplificagdo do DNAr 35S no cromossomo 3. Além
de P. watsoniana, outras espécies do clado com x = 9 (P. edmundoi, P. elegans e P.
mucronata) possuem trés sitios de DNAr 35S. Para essas espécies, dois sitios foram
descritos para os pares 1 e 3, e 0 terceiro sitio nos pares 7, 9 e 8, respectivamente (Melo
et al, 2003), mas considerando as variagdes entre 0s caridtipos descritos, € possivel que

haja conservacgéo na localizagdo dos trés sitios de DNAr nessas espécies, 0 que precisa
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ser confirmado.

O género Passiflora apresenta extensa variabilidade cromossémica numérica,
bem como na quantidade de sitios de DNA ribossomal e tamanho do genoma (Melo et
al, 2001; Souza et al, 2003; Melo 2003; Yotoko et al, 2011). Os resultados obtidos
nesse trabalho mostram que, apesar dessas variagdes e das diferencas de tamanho entre
homedlogos dessas espécies, a sintenia entre esses genomas parece conservada, sem a
ocorréncia de macrorearranjos. Em Phaseolus, grupo conhecido por sua estabilidade
cariotipica e recente diversificacdo, os genomas também foram sinténicos quando néao
houve mudanca cromossémica numeérica (Fonséca; Pedrosa-Harand, 2017), embora
inversdes, principalmente pericéntricas, tenham sido detectadas. Os dados do presente
trabalho mostram que € pouco provavel conseguir BACs para regides proximais dos
cromossomos de Passiflora devido ao tamanho dos seus genomas. Sendo assim, apenas
0 uso de sondas mais curtas (conjuntos de oligonucleotideos) ou a comparacao de
genomas completos, ainda ndo disponiveis para 0 género, permitird confirmar se a
diferenca entre os cromossomos homeoblogos se deve apenas a abundancia de

sequéncias repetitivas na regido proximal.
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4 CONCLUSOES

- A técnica de BAC-FISH é uma ferramenta efetiva em estudos citogenéticos
comparativos e de evolucéo cariotipica para Passiflora, permitindo a identificacéo de seis

pares cromossémicos em duas espécies;

- Ndo foi detectada quebra de sintenia ou colinearidade entre essas espécies, apesar de

diferencas no tamanho cromossdmico e, em alguns casos, na razdo de bracos;

- Os elementos Ty3-gypsy e Tyl-copia usados mostraram uma localizagdo uniforme ou
preferencialmente proximal, respectivamente, em ambas as espécies. Em contrapartida,
0os BACs foram localizados nas regides terminais ou subterminais, sugerindo que estas

regides sdo ricas em genes;

- O uso desses marcadores em outras espécies do género com ndmero cromossdmico

diferente pode ampliar o entendimento sobre a evolucdo cariotipica do grupo.
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